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© Die Erfindung betrifft einmal ein Verfahren zur Herstellung eines SuBungsmittels, bei dem man Saccharose 
enzymatisch in ein als "isomerisierte Saccharose" bezeichnetes Saccharidengemisch mit einem Disaccharidan- 
teil von mehr als 85 Gew.% umwandelt, danach diese von nicht isomerisierter Restsaccharose durch enzymati- 
sche und/oder H + -lonen katalysierte Spaltung befreit und dieses Produkt katalytisch hydriert, wobei vorzugswei- 
se entweder vor oder nach der katalytischen Hydrierung das erhaltene Gemisch einer chromatographischen 
Trennung unterworfen wird; sie betrifft zum anderen vorzugsweise nach diesem Verfahren hergestellte SuBungs- 
mittel, die entweder ein Gemisch aus 

10 bis 50 Gew.% 6-O-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (=1,6 GPS) 

2 bis 20 Gew.% 1-O-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (=1,1 GPS) 

30 bis 70 Gew.% 1-O-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit ( = 1,1 GPM) 
oder aus 

5 bis 10 Gew.% 6-O-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (=1,6 GPS) 
30 bis 40 Gew.% 1-O-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (=1,1 GPS) 
45 bis 60 Gew.% 1-O-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit (=1,1 GPM) 
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Die Erfindung betrifft ein neues SOBungsmittel, ein Verfahren zu dessen Herstellung sowie die 
Verwendung dieses SOBungsmittels in Nahrungs- und GenuBmitteln. 

Da Saccharose ein kalorienreiches Nahrungsmittel ist, Zahnkaries begunstigt und fur Diabetiker unge- 
eignet ist, besteht ein BedUrfnis an anderen SuBungsmitteln, die im Gegensatz zu synthetischen SGBstoffen 
5 wie Saccharin, Cyclamat Oder Aspartame keinen Nebengeschmack haben und korpergebende Eigenschaf- 
ten besitzen. 

Als SuBungsmittel wurden bislang unter anderem Maltit und Lactit sowie Isomaltit als nicht-kariogene, 
kalorienarme SuBungsmittel vorgeschlagen. Erstere sind wegen ihrer sirupartigen Konsistenz nur begrenzt 
einsetzbar, wahrend letzteres bislang nicht auf wirtschaftliche Weise hergestellt werden konnte. 
70 Isomaltit kann z.B. gemaB DE 22 17 628 A1 iiber Isomaltulose als Zwischenstufe mit anschlieBender 
katalytischer Hydrierung erhalten werden. Die Ausbeute an der Zwischenstufe Isomaltulose betragt nur 45 
%, die Gesamtausbeute an Isomaltit liegt bei 41 %. 

Man kann zwar gemaB EP 28 900 A1, EP 49 472 A1 und EP 91 063 A1 mit immobilisierten 
Bakterienzellen eine enzymatische Umwandlung der Saccharose zu Isomaltulose in einer Ausbeute von 
75 etwa 80 % ermoglichen, jedoch wird fur die Herstellung von Isomaltit gereinigte Isomaltulose benotigt, so 
daB auch bei diesen Verfahren eine Ausbeuteminderung durch Kristallisation eintritt. 

Daruber hinaus hat Isomaltit den Nachteil, daB es aufgrund seiner geringeren Ldslichkeit zum Auskri- 
stallisieren in Lebensmitteln neigt, wodurch z.B. Schokolade einen sandigen Geschmack zeigt, Hartkaramel- 
len trube werden und sich in Marmeladen Kristalle bilden. 
20 Es ist ferner aus der DE 25 20 173 A1 bekannt, durch katalytische Reduktion von Isomaltulose in 
neutraler wassriger Losung neben Isomaltit, also dem Glucopyranosyl-1,6-sorbit (= 1,6-GPS), auch den 
stereoisomeren Glucopyranosyl-1 ,6-mannit (= 1,6-GPM) bis zu einem Gewichtsverhaltnis von 1 : 1 zu 
erhalten. Aufgrund seiner geringen Loslichkeit kann 1,6-GPM zwar leicht isoliert werden und ist als 
kalorienarmes, korpergebendes Produkt eine Bereicherung der Diatetik. Wegen seiner geringen Loslichkeit 
25 kristallisiert es aber noch leichter in den Lebensmitteln aus als Isomaltit und muB - da die SuBkraft nur etwa 
40 % der von Saccharose betragt - in hoherer Menge zum Erreichen des gleichen SuBungseffektes 
eingesetzt werden. 

Auch Abmischungen von 1 ,6-GPS bzw. 1 ,6-GPM mit anderen Zuckeralkoholen Oder Zuckern ergeben 
keine befriedigenden Produkte. Selbst wenn man den zur Unterdruckung von Kristallisation bekannten 
30 Sorbit einsetzt, erhalt man hygroskopische, also klebrige Produkte. 

Letztlich ist in der EP 109 009 A1 ein Isomerisierungsprodukt, das mit Protaminobacter rubrum (CBS 
574.77) aus Saccharose hergestellt wurde, mit der folgenden Zusammensetzung beschrieben: 



35 



Fructose 


5 


-8 


Gew.% 


a. 


TS-Gehalt 


Glucose 


2 


-5 


Gew.% 


a. 


TS-Gehalt 


Saccharose 


0- 


0,5 


Gew.% 


a. 


TS-Gehalt 


Isomaltulose 


65- 


72 


Gew.% 


a. 


TS-Gehalt 


Trehalulose 


10- 


20 


Gew.% 


a. 


TS-Gehalt 


Oligomere 


3 


-6 


Gew.% 


a. 


TS-Gehalt 



Ein solches Saccharidgemisch ist als diatetisches SuBungsmittel ungeeignet, da einige Komponenten 
kalorisch verwertet werden, insulinabhangigen Stoffwechsel zeigen und Zahnkaries fordern. Der Gehalt an 
Trehalulose laBt sich zwar auf bis zu 35 % steigern, wenn die Zuckermischung etwa 100 h mit freien Oder 
45 tragerfixierten Bakterienzellen unter geeigneten Bedingungen gehalten wird. Wirtschaftlich ist dieses Verfah- 
ren jedoch nicht. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein SuBungsmittel bzw. ein Verfahren zur Herstellung 
eines neuen kalorienarmen, nicht-kariogenen und fur Diabetiker geeigneten SOBungsmittels vorzuschlagen, 
welches eine angenehme SuBwirkung mit guten korpergebenden Eigenschaften verbindet, in fester Form 
50 leicht und wirtschaftlich hergestellt werden kann und in den anwendungsgemaBen Konzentrationen nicht 
auskristallisiert. 

Zur Losung dieser Aufgabe wird daher einmal ein Verfahren zur Herstellung eines SOBungsmittels 
gemaB Hauptanspruch und zum anderen di vorzugsweise nach diesem Verfahren hergestellten SuBungs- 
mittel gemaB Anspruch 6 bis 9 und letztlich die Verwendung dieser SuBungsmittel fur Nahrungs- und 
55 GenuBmittel vorgeschlagen, wobei weitere Ausgestaltungen in den Unteranspruchen erwahnt sind. 

Die Erfindung beruht auf der uberraschenden Feststellung, daB man durch die Kombination der 
Verfahrensschritte von Isomerisierung der Saccharose, Entfernung von nicht isomerisierter Restsaccharose 
und katalytischer Hydrierung und vorzugsweise sowohl durch die entweder vor Oder nach der Hydrierung 
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vorgenommene chromatographische Behandlung und auch insbesondere durch eine spezielle Auswahl von 
Bakterienstammen SUBungsmittel mit den gewUnschten Eigenschaften erhalt. 

im folgenden wird die Erfindung naher erlautert, wobei die folgenden Kurzbezeichnungen verwendet 
werden: 

1 ,6-GPS fur 6-0-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit 
1,1-GPS fur 1-0-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit 
1,1-GPM fur 1-O-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit 
und wobei ferner festzuhalten ist, dafi durch Hydrierung 



aus Isomaltose 


100% 


1,6-GPS, 


aus Isomaltulose 


43-57% 
43-57% 


1,1-GPM 
1,6-GPS und 


aus Trehalulose 


50-80% 
20-50% 


1,1-GPM ! 
1,1-GPS 



erhalten werden. 

Nach dem erfindungsgemafien Verfahren wird in einer ersten Stufe Saccharose mit Bakterienstammen 
aus der Gruppe von Protaminobacter rubrum (CBS 574.77), Serratia plymuthica (ATCC 15928), Serratia 
marcescens (NCIB 8285), Leuconostoc mesenteroides (NRRL-B 512 F (ATCC 1083 a)) und Erwinia 
rhapontici (NCPPB 1 578) isomerisiert. 

Danach wird in einem zweiten Verfahrensschritt diese "Isomerisierte Saccharose" von der nicht 
isomerisierten Restsaccharose befreit. Dieses ist im vorliegenden Verfahren wesentlich, wenngleich es an 
sich bekannt ist, reine Saccharoselosungen mit Invertase und/oder einem Invertierungsharz zu einem 
Gemisch aus Glucose und Fructose zu spalten; nur war es bislang nicht bekannt, eine spezifische Spaltung 
der Saccharose in Gegenwart von wesentlich grofieren Mengen anderer Disaccharide ohne deren Beein- 
trachtigung durchzufiihren. 

In einem dritten Verfahrensschritt wird dann die von Restsaccharose befreite "Isomerisierte Saccharo- 
se" katalytisch hydriert, wobei ein Gemisch der folgenden Zusammensetzung erhalten wird: 



Mannit (aus Fructose) 

Sorbit (aus Fructose und Glucose) 

6-O-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (= 1,6-GPS) aus Isomaltulose 
1-O-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (= 1,1-GPS) aus Trehalulose 
1-O-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit (= 1,1-GPM) aus Isomaltulose und Trehalulose 
hydrierte Oligosaccharide 
Saccharose 



3 bis 4 Gew.% 

4 bis 9 Gew.% 
10 bis 55 Gew.% 

2 bis 20 Gew.% 
30 bis 70 Gew.% 
3 bis 6 Gew.% 
unter 1 Gew.% 



Das Verhaltnis von GPS/GPM liegt je nach Hydrierungsbedingungen (alkalisch/neutral) bei etwa 2 : 1 
bis 1 : 7. 

Da die Oligosaccharide die anwendungstechnischen, aber auch die physiologischen Eigenschaften des 
erhaltenen Produktes negativ beeinflussen konnen, werden sie zusatzlich und vorzugsweise durch chroma- 
tographische Trennung an Kationenaustauscherharzen bzw. Zeolithen entfernt. 

Das nach der chromatographischen Trennung resultierende Gemisch aus Sorbit, Mannit, 1,6-GPS, 1,1- 
GPS und 1,1-GPM kann in flussiger Form oder auch als trockenes, freiflieSendes Produkt als SUBungsmittel 
verwendet werden. 

Alternativ ist es also auch moglich, die isomerisierte Saccharose von der nicht hydrierfahigen Rest- 
Saccharose zu befreien und insbesondere Glucose, Fructose und Oligosaccharide zu entfernen, was durch 
chromatographische Trennung an Kationenaustauscherharzen bzw. Zeolithen bewirkt wird. 

Urn das SUBungsmittel besser in Lebensmitteln einzusetzen, bei denen ein hoher Trockensubstanzge- 
halt einzuhalten ist, ist es vorteilhaft, die Kristallisationsneigung des 1,1-GPM durch Erhohung des 1,1-GPS 
Gehaltes zu unterdrucken. Dieses laBt sich nach einer weiteren Alternative dadurch erreichen, dafl man 
Saccharose enzymatisch mit Bakterien der Art Pseudomonas mesoacidophila oder Agrobacterium ra- 
diobacter in wassriger Losung in ein Zuckergemisch uberfuhrt, welches uberwiegend aus Trehalulose 
besteht, und dieses Zuckergemisch katalytisch hydriert und einer Reinigung unterwirft. Insbesondere 
werden die Bakterien-stamme Pseudomonas mesoacidophila MX- 45 (Ferm 11808) oder Agrobacterium 
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radiobacter MX-232 (Ferm 12397) eingesetzt. 

Urn das erhaltene SuBungsmittel, das als Gemisch aus Sorbit, Mannit, 1,6-GPS, 1,1 -GPS und 1,1 -GPM 
in flussiger Form vorliegt in trockene Form zu uberfuhren, muB das als Losungsmittel vorliegende Wasser 
durch Verdampfen entfemt werden, wobei es vorteilhaft ist, zuvor den Sorbit- und Mannitgehalt auf 5 bis 0 
5 und vorzugsweise auf 1 bis 0% zu reduzieren; dieses laBt sich durch die chromatographische Trennung an 
geeigneten Kationenaustauscherharzen bzw. Zeolithen durchfuhren. 

Die erfindungsgemaB hergestellten Mischungen haben eine der Saccharose ahnliche SuBe ohne 
Beigeschmack; die SUBkraft betragt jedoch nur 40 bis 50 %. Diese kann gegebenenfalls durch Zufugen von 
synthetischen SuBstoffen erhoht und z.B. auf die SGBkraft von Saccharose eingestellt werden. Bei Anwen- 
70 dung in Karamellen Oder Marmelade ergibt sich ein der Saccharose vergleichbarer Korper, ohne daB es 
zum Auskristallisieren der einzelnen Saccharide kommt. 

Beispiel 1: 
75 A. Herstellung des Biokatalysators 

Von einer Abimpfung des Stammes Protaminobacter rubrum (CBS 574.77) werden Zellen mit 10 ml 
eines sterilen Nahrsubstrates, bestehend aus 8 kg Dicksaft aus einer Zuckerfabrik (Trockensubstanzgehalt 
= 65 %), 2 kg Maisquellwasser, 0,1 kg (NH^ HPO* und 89,9 kg dest. Wasser, bei Bedarf auf pH 7,2 
20 eingestellt, abgeschwemmt. Diese Suspension dient als Impfgut fur die Schuttelmaschinen-Vorkultur in 1- 
Liter-Kolben mit 200 ml Nahrlosung obiger Zusammensetzung. 

Nach einer 30-stundigen Bebrutungszeit bei 29* C werden mit je 10 Kolben (Gesamtinhalt 2 Liter) 18 
Liter Nahrlosung obiger Zusammensetzung in einem 30-Liter-Kleinfermenter beimpft und bei 29 0 C mit 20 
Liter Luft pro Minute und einer Ruhrgeschwindigkeit von 350 UpM fermentiert. 
25 Nach Erreichen von Keimzahien uber 5 x 10 9 Keimen/ml wird die Fermentation abgestellt; die Zellen 
werden durch Zentrifugation aus der Fermenterlosung abgeerntet, in einer 2%-igen Natriumalginatlosung 
suspendiert und durch Eintropfen der Suspension in eine 2%-ige Calciumchloridlosung immobilisiert. 

Die entstandenen Immobilisatkugeln werden mit Wasser gewaschen. Dieser Biokatalysator ist bei + 4* 
C mehrere Wochen lagerfahig. 

30 

B. Herstellung der "Isomerisierten Saccharose 11 

Die wie unter A erhaltenen immobilisierten Zellen werden in einen temperierbaren Saulenreaktor gefUllt, 
auf 25 bis 30 • C temperiert und mit einer Saccharoselosung mit 35 bis 45 % TS-Gehalt kontinuierlich 
35 durchstromt. Die FlieBgeschwindigkeit wird dabei so eingestellt, daB mindestens 97 % der eingesetzten 
Saccharose umgelagert werden. 

Eine HPLC-Analyse der aus dem Saulenreaktor austretenden "Isomerisierten Saccharose" ergab 
folgende Zusammensetzung: 



Fructose 


2,5 % a. TS 


Glucose 


2,0 % a. TS 


Saccharose 


1,0% a. TS 


Isomaltulose 


82,5 % a. TS 


Trehalulose 


9,5 % a. TS 


Isomaltose 


1,5% a. TS 


Oligomere (DP > 3) 


1,0% a. TS. 



50 C. Entfernung von Restsaccharose 

Die derart erhaltene "Isomerisierte Saccharose" wurde von der nicht hydrierfahigen Rest-Saccharose 
befreit, indem sie in einem mit H + -lonen beladenen, starksauren Kationenaustauscher bzw. mit geeigneten 
Enzymen in einem Saulenreaktor wie folgt behandelt wurde: 
55 i) Entfernung der Restsaccharose an starksauren Kationenaustauschern 

100 cm 3 eines starksauren Kationenaustauschers (z.B. Lewatit (R) OC 1052) wurden in eine geeignete, auf 
60° C temperierte Glassaule eingefQIlt und durch Regeneration mit HCI nach bekannter Methode mit H + - 
lonen beladen. 
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Die nach Beispiel 1B erhaltene "Isomerisierte Saccharose" wurde mit einer FlieBrate von 100 cm 3 • 
h 1 durch die so vorbereitete Kationenaustauschersaule gepumpt. Das am Sauleinausgang erhaltene 
Produkt hatte folgende Zusammensetzung (HPLC): 



Fuctose 


3,0 % a. TS 


Glucose 


2,5 % a. TS 


Saccharose 




Isomaltulose 


82,3 % a. TS 


Trehalulose 


9,5 % a. TS 


Isomaltose 


1,5 % a. TS 


Oligomere (DP 3) 


1,2% a. TS 



ii) Entfernung Oder Restsaccarose durch Enzyme 
75 11 g einer immobilisierten Invertase (z.B. SP 362 von NOVO Nordisk, Kophenhagen) entsprechend 
einem Bettvolumen von 33 cm 3 wurden in eine geeignete, auf 60° C temperierte Glassaule eingefullt. 

Die nach Beispiel 1 B erhaltene "Isomerisierte Saccharose" wurde mit einer FlieBrate von 210 cm 3 • 
h~ 1 kontinuierlich durch diese Saule gepumpt. 

Eine HPLC-Analyse des aus der "Invertasesaule" austretenden Produkts ergab folgende Zusammen- 
20 setzung: 



Fructose 


3,0 % a. TS 


Glucose 


2,5 % a. TS 


Saccharose 




Isomaltulose 


82,5 % a. TS 


Trehalulose 


9,5 % a. TS 


Isomaltose 


1,5% a. TS 


Oligomere (DP > 3) 


1 ,0 % a. TS 



30 

In beiden Fallen wurde die Restsaccharose vollstandig zu Glucose und Fructose gespalten. Der Gehalt 
an diesen Monosacchariden war entsprechend hoher, wahrend die anderen Komponenten der "Isomerisier- 
ten Saccharose" nicht verandert wurden. 

35 D Hydrierung der "Isomerisierten Saccharose" 

Die jeweils von der Rest-Saccharose befreiten Ansatze der "Isomerisierten Saccharose" wurden an 
Raney-Nickel bei 80* C mit Wasserstoffgas unter Druck von etwa 10 MPa kontinuierlich hydriert. Nach 
Nickel-Abtrennung und Reinigung durch lonenaustausch hatten die Ansatze der unter neutralen Bedingun- 
40 gen hydrierten "Isomerisierte Saccharose" etwa die folgende Zusammensetzung: 



Mannit 


1,5% a. TS 


Sorbit 


4,0 % a. TS 


1 ,6-GPS 


44,4 % a. TS 


1,1-GPS 


3,8 % a. TS 


1,1-GPM 


45,3 % a. TS 


hydrierte und nichthydrierte Oligomere 


1,0% a. TS 



Dieses Produkt ist zwar nach Entfernung von Wasser durch Verdampfen als SGBungsmittel einsetzbar, 
laBt sich jedoch wegen seiner Hygroskopizitat, besonders wegen des Oligomerenanteils nur begrenzt 
einsetzen, zumal die noch vorhandenen Oligomeren teilweise im Dunndarm unter Freisetzung von Sorbit, 
Mannit und insbesondere von Glucose und Fructose gespalten werden und somit in Lebensmitteln fur 
Diabetiker problematisch sind. 



6 



EP 0 625 578 A1 



Beispiel 2: 

Es wurde analog Beispiel 1 A bis C "Isomerisierte Saccharose" hergestellt, die zur Entfernung von 
Glucose, Fructose und Oligosacchariden vor der Hydrierung einer chromatographischen Trennbehandlung 
unterworfen wurde, wobei gleichzeitig ein Verlust an den Disacchariden Isomaltulose, Isomaltose und 
Trehalulose vermieden werden sollte. 

Als chromatographische Trennsaule wurde ein temperierbares, mit Siebboden versehenes 10 m langes 
Rohr mit 25 cm Durchmesser verwendet, das vollstandig mit Wasser befullt und anschlieSend mit einem 
mit Calciumlonen beladenen starksauren Kationenaustauscherharz mit einer 4 bis 6%igen Vernetzung und 
einer KorngroBe von etwa 0,4 bis 0,5 mm derart beschickt war, daB das Harz vollstandig von Wasser 
bedeckt war. 

Die nach Beispiel 1 A und B erhaltene "Isomerisierte Saccharose" wurde nach Entfernung der 
Restsaccharose in einer Menge von etwa 18 kg (Trockensubstanz) auf die auf etwa 75° C temperierte 
Trennsaule aufgetragen und mit entionisiertem Wasser mit einer FlieBgeschwindigkeit von etwa 2 cm/min 
eluiert. Am Ausgang der Trennsaule wurden alle 10 Minuten Fraktionen gesammelt und deren Zusammen- 
setzung mit HPLC untersucht. 

In den ersten vier Fraktionen befanden sich etwa 60 % der Oligosaccharide und ferner etwa 10 % der 
Isomaltulose und etwa 25 % der Isomaltose. Die letzten funf Fraktionen enthielten etwa 70 % der Fructose, 
10 % der Trehalulose und 20 % der Glucose. 

Die Zusammensetzung der resultierenden "Isomerisierten Saccharose" war wie folgt: 



Fructose 


1,0% a. TS 


Glucose 


2,3 % a. TS 


Isomaltulose 


85,1 % a. TS 


Trehalulose 


9,8 % a. TS 


Isomaltose 


1 ,3 % a. TS 


Oligomeren 


0,5 % a. TS 



Durch diese Art der Trennung lassen sich immerhin etwa 60 % der Oligomeren, 70 % der Fructose und 
20 % der Glucose entfernen, wobei man den Verlust von 10 % der Isomaltulose, 10 % der Trehalulose und 
25 % der Isomaltose hinnehmen muB. 

Das erhaltene Produkt wurde analog Beispiel 1 C hydriert und hatte folgende Zusammensetzung: 



Mannit 


0,5 % a. TS 


Sorbit 


3,3 % a. TS 


1,6-GPS 


43,8 % a. TS 


1,1 -GPS 


3,9 % a. TS 


1,1 -GPM 


48,5 % a. TS 


Oligomere 


0,5 % a. TS. 



Gegenuber dem Produkt nach Beispiel 1 lag der Gehalt an Sorbit und Mannit niedriger; der Anteil an 
hydrierten und nicht hydrierten Oligomeren betrug nur die Halfte. 

Beispiel 3; 

Es wurde analog Beispiel 2 gearbeitet, wobei jedoch jetzt die Trennsaule mit einem Zeolithen beschickt 
wurde, der ein Si/AI-Verhaltnis von etwa 50 hatte. 

Die ersten fOnf Fraktionen enthielten die gesamte Menge an Oligosacchariden, Glucose und Fructose 
und noch etwa 50 % der Isomaltose. Es traten weder Trehalulose noch Isomaltulose in diesen Fraktionen 
auf. Da der Isomaltosegehalt der "Isomerisierten Saccharose" nach Beispiel 1 bzw. 2 bei 1,5 bzw. 1,3 % a. 
TS liegt, gehen bei dieser Arbeitsweise nur etwa 0,8 bzw. 0,5 % der gewunschten Disaccharide verloren. 
Gleichzeitig werden die unerwunschten Oligosaccharide, Glucose und Fructose vollstandig entfernt. 

Die erhaltene "Isomerisierte Saccharose" hatte die folgende Zusammensetzung: 
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Fructose 




Glucose 




Isomaltulose 


89,0 % a. TS 


Trehalulose 


10,2% a. TS 


Isomaltose 


0,8 % a. TS 


Oligomere 





Dieses Produkt wurde analog Beispiel 1 D hydriert und zeigte folgende Zusammensetzung: 



1,6-GPS 


45,3 % a. TS 


1,1-GPS 


4,1 % a. TS 


1,1-GPM 


50,6 % a. TS. 



75 

Dieses von Mannit, Sorbit und Oligomeren befreite Produkt war ein ausgezeichnetes, kaum hygroskopi- 
sches und fur Diabetiker geeignetes SuBungsmittel. 

Beispiel 4: 

20 

Die nach Beispiel 1 erhaltene und bereits hydrierte "isomerisierte Saccharose" wurde mit einer 
chromatographischen Trennsaule, wie sie in Beispiel 2 vor der Hydrierung verwendet wurde, behandelt, 
wobei analog etwa 18 kg a. TS der nunmehr hydrierten "Isomerisierten Saccharose" aufgegeben und mit 
einer FlieBgeschwindigkeit von 2 cm/min eluiert wurden. Allerdings war diese Trennsaule jetzt mit einem mit 

25 Natriumionen beladenen, starksauren Kationenaustauscherharz beschickt. 

Die ersten drei Fraktionen enthielten die Oligomeren und etwa 4 % des 1,1-GPM. In den weiteren 
Fraktionen 4 bis 8 war der restliche Anteil an 1,1-GPM, der gesamte Anteil an 1,1-GPS und etwa 99 % des 
1,6-GPS enthalten, sowie etwa 50 % des Mannits und nur geringe Anteile des Sorbits. Aus den Massenbi- 
lanzen ergibt sich fur das Produkt der Fraktionen 4 bis 8 ein Gesamtgehalt von GPM und GPS von etwa 97 

30 Gew.%. Die restlichen Anteile an 1,6 GPS, Mannit und Sorbit wurden in den Fraktionen ab Fraktion 9 
eluiert. 

Im Vergleich mit dem Verfahren gemaB Beispiel 2, nach welchem die chromatographische Trennung 
mit erdalkalibeladenen Kationenaustauschern durchgefUhrt wurde, ergibt sich eine bessere Trennung 
zwischen Disaccharid- und Monosaccharidalkoholen, so daB mehr als 97 Gew.% der gewunschten Disac- 
35 charidalkohole im Hauptprodukt gewonnen werden konnen, wahrend bei mit Calciumionen beladenen 
Kationenaustauschern die Ausbeute bei etwa 85 % liegt. Uberraschenderweise ergibt sich auch noch der 
weitere Vorteil, daB mehr als 90 % des als verwertbares Nebenprodukt entstandenen Sorbits mit einer 
Reinheit von mehr 98 % gewonnen werden kann. 

Die Produktzusammensetzung war wie folgt: 

40 



1,6-GPS 


46,2 % a. TS 


1,1-GPS 


4,1 % a. TS 


1,1-GPM 


49,6 % a. TS. 



Beispiel 5: 

Es wurde analog Beispiel eine chromatographische Trennung nach der Hydrierung durchgefUhrt, wobei 
so jedoch jetzt eine Zeolith-Trennanlage entsprechend Beispiel 3 eingesetzt wurde. Hydrierte "Isomerisierte 
Saccharose" wurde in einer Menge von 15 bis 20 kg (Trockensubstanz) aufgetragen und mit entionisiertem 
Wasser eluiert. 

Die Analyse der erhaltenen Fraktionen zeigt, daB Mannit, Sorbit und Oligomere sich vollstandig in den 
ersten 5 Fraktionen befinden. AuBerdem sind darin auch etwa 5 % des GPM-Anteils enthalten. Der restliche 
55 GPM, der gesamte 1,1-GPS sowie 1,6-GPS finden sich in den Fraktionen 6 bis 16 wieder. 

Somit gelingt es, mehr als 97 % der erwunschten Disaccharidalkohole frei von Sorbit, Mannit und 
Oligomeren zu gewinnen. 
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B tspiel 6: 

Zur Kristallisation der die Disaccharidalkohole enthaltenden Fraktionen wird ganz allgemein der Wasser- 
gehalt durch Verdampfen entfernt. Hierzu wurden diese Fraktionen z.B. die nach Beispiel 5 erhaltene 
Fraktion durch Verdampfen unter vermindertem Druck auf 90 bis 95 % Trockensubstanzgehalt aufkonzen- 
triert, auf einer gekuhlten Flache erstarren gelassen und anschlieGend gemahlen. Es wurde ein feinkorniges, 
nicht klebendes und freifliefiendes Produkt erhalten. 

Wenn das SuBungsmittel in Lebensmitteln mit einem hohen Trockensubstanzgehalt eingesetzt werden 
soil, ist es von Vorteil, die Kristallisationsneigung des 1,1-GPM durch Erhohung des 1,1-GPS zu unterdriik- 
ken. Dieses wird mit einer weiteren Art von Bakterienstammen erreicht, wie das folgende Beispiel zeigt. 

Beispiel 7: 

Zur Herstellung dieses Biokatalysators wurden von einer Abimpfung des Stammes Pseudomonas 
mesoacidophila MX-45 (Ferm 11808) Zellen mit 10 ml eines sterilen Nahrsubstrates aus 8 kg Dicksaft von 
einer Zuckerfabrik (Trockensubstanzgehalt = 65 %), 2 kg Maisquellwasser, 0,1 kg (NH 4 )2 HPO* und 89,9 
kg destilliertem Wasser auf einen pH-Wert von 7,2 eingestellt, abgeschwemmt. Diese Suspension dient als 
Impfgut fur eine Schuttelmaschinen-Vorkultur in einem 1-Liter-Kolben mit 200 ml der Nahrlosung. 

Nach einer 30-stundigen Bebrutung bei 29* C wurden mit je 10 Kolben (Gesamtinhalt 2 Liter) 18 Liter 
Nahrlosung obiger Zusammensetzung in einem 30-Liter-Kleinfermenter beimpft und bei 29 • C mit 20 Liter 
Luft pro Minute und einer RUhrgeschwindigkeit von 350 Upm fermentiert. 

Nach Erreichen von Keimzahlen uber 5 x 10 9 Keimen/ml wurde die Fermentation abgestellt, die Zellen 
durch Zentrifugation aus der Fermenterlosung abgeerntet, in einer 2%-igen Natriumalginatlosung suspen- 
diert und durch Eintropfen der Suspension in eine 2%-ige Calciumchloridlosung immobilisiert. Die entstan- 
denen Immobilisatkugeln wurden mit Wasser gewaschen. Dieser Biokatalysator ist bei + 4* C mehrere 
Wochen lagerfahig. 

Zur Herstellung von "Isomerisierter Saccharose" wurden die derart erhaltenen immobilisierten Zellen 
von Pseudomonas mesoacidophila MX-45 (Ferm 11808) in einen temperierbaren Saulenreaktor gefullt, auf 
etwa 25 bis 30* C temperiert und mit einer Saccharoselosung mit etwa 35 bis 45 % TS-Gehalt 
kontinuieriich durchstromt. Die FlieGgeschwindigkeit wurde dabei so eingestellt, dafi mindestens 97 % der 
eingesetzten Saccharose umgelagert wurden. 

Eine HPLC-Analyse der aus dem Saulenreaktor austretenden "Isomerisierten Saccharose" ergab 
folgende Zusammensetzung: 



Fructose 


0,2 % a. TS 


Glucose 


0,2 % a. TS 


Saccharose 


1,0 % a. TS 


Isomaltulose 


12,5% a. TS 


Isomaltose 


0,2 % a. TS 


Trehalulose 


85,7 % a. TS 


Oligomere (DP > 3) 


0,2 % a. TS 



Die derart hergestellte "Isomerisierte Saccharose" wurde analog Beispiel 1 zunachst von der nicht 
hydrierfahigen Rest-Saccharose befreit und an Raney-Nickel bei etwa 80° C mit Wasserstoffgas unter 
Druck bei 8 bis 12 MPa kontinuieriich hydriert. 

Nach Nickel-Abtrennung und Reinigung durch lonenaustausch hatte die unter neutralen Bedingungen 
hydrierte "Isomerisierte Saccharose" die folgende Zusammensetzung: 



Mannit 


0,4 % a. TS 


Sorbit 


1,0% a. TS 


1,1-GPM 


57,7 % a. TS 


1,1-GPS 


34,4 % a. TS 


1,6-GPS 


6,4 % a. TS 


hydrierte und nicht-hydrierte Oligomere 


0,2 % a. TS 



9 



EP 0 625 578 A1 



Urn die hydrierten und nicht hydrierten Oligomeren sowie Sorbit durch chromatographische Trennung 
aus dem Produkt zu entfernen, wurde die chromatographische Trennung nach der Hydrierung mit einer 
chromatographischen Trennsaule gemaB Beispiel 4, also mit einem mit Natrium- bzw. Kaliumionen 
beladenen starksauren Kationenaustauscherharz durchgefUhrt. 

Die Analyse der erhaltenen Fraktionen zeigt, daB die ersten 3 Fraktionen die Oligomeren und ca. 4 % 
des GPM enthalten. In den Fraktionen 4 bis 8 ist der restliche GPM, der gesamte 1,1-GPS und etwa 99 % 
des 1,6-GPS sowie etwa 50 % des Mannits enthalten. Der restliche 1,6-GPS sowie Sorbit und Mannit 
werden in den Fraktionen ab Nr. 9 eluiert. 

Beispiel 8: 

Zur Feststellung der relativen SUflkraft wurden in einem Dreieckstest von jeweils 15 Versuchspersonen 
folgende Losungen miteinander verglichen: 

a) Zwei 7 %ige Saccharoselosungen gegen eine 15,5 %ige Losung des neuen SUBungsmittels gemaB 
Beispiel 3. 

b) Zwei 7 %ige Saccharoselosungen gegen eine 17,5 %ige Losung dieses neuen SUBungsmittels. 

c) Zwei 7 %ige Saccharoselosungen gegen eine 18,5 %ige Losung dieses neuen SUBungsmittels. 
Beim Test a) wurde von sechs Personen das neue SUBungsmittel herausgefunden: Kein statistisch 

gesicherter Unterschied zu den Saccharoselosungen. 

Beim Test b) wurde von zwolf Personen das neue SuBungsmittel als "sUBer" herausgefunden: 
Statistisch gesicherter Unterschied mit p = 0,99. 

Beim Test c) wurde ebenfalls von zwolf Personen das neue SuBungsmittel als "sUBer" herausgefunden: 
Statistisch gesicherter Unterschied mit p = 0,99. 

Die Sufikraft des erfindungsgemaBen SUBungsmittels betragt 45 % der Saccharose. Zur Anhebung der 
SUBkraft laBt sich das neue SUBungsmittel mit Fructose, Xylit, Saccharin, Cyclamat, Aspartam Oder 
Acesulfam-K mischen. 

Beispiel 9: 

Zur Herstellung von Speiseeis mit dem neuen SUBungsmittel wurden 22,1 kg sUBe Sahne (40 % Fett i. 
Trockenmasse), 58,1 kg Vollmilch (3,7 % Fett i.T.) und 4,5 kg Magermilchpulver mit 15 kg des SUBungsmit- 
tels gemaB Beispiel 3 und 0,3 kg Stabilisator vermischt, homogenisiert und sterilisiert. Nach der Sterilisation 
wurden 53 g fein gemahlener Phenylalaninasparaginsauremethylester der Eismasse zugesetzt, verrUhrt, 
aufgeschlagen und gefroren. Das Produkt hat die gleiche SUBe und den gleichen Geschmack, wie mit 15 kg 
Zucker hergestelltes Speiseeis. 

Bei Frucht-Eiskrem ist es sogar von Vorteil, auf eine AufsUBung zu verzichten, da das neue SUBungs- 
mittel den Fruchtgeschmack wesentlich besser zur Geltung bringt. 

Beispiel 10: 

Zur Herstellung einer kalorienarmen ErdbeerkonfitUre wurden 1 kg zerkleinerte Erdbeeren zusammen 
mit 1 kg des neuen SUBungsmittels gemaB Beispiel 3 und 8 g eines mittelveresterten Pektins mit 150* 
SAG-USA (Ullmann, Enzyklopadie der technischen Chemie, 3. Auflage, Bd. 13, S. 180) sowie 7 g 
Weinsaure, drei Minuten lang gekocht und in vorbereitete Glaser abgefUllt. 

Ein Vergleich mit einer mit Zucker hergestellten KonfitUre zeigte keinen Unterschied bezUglich Konsi- 
stenz, die SUBe war etwas geringer, dafUr jedoch der Erdbeergeschmack spUrbar starker. Nach Lagerung 
von sechs Monaten Dauer zeigte sich keine Kristallisationsneigung des SUBungsmittels. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung eines SUBungsmittels dadurch gekennzeichnet, daB man 

a) in einem ersten Verfahrensschritt Saccharose enzymatisch in ein als "isomerisierte Saccharose" 
bezeichnetes Saccharidengemisch mit einem Disaccharidanteil von mehr als 85 Gew.% umwandelt, 

b) in einem zweiten Schritt die "isomerisierte Saccharose" von nicht isomerisierter Restsaccharose 
durch enzymatische und/oder H + -katalysierte Spaltung befreit, 

c) in einem weiteren Verfahrensschritt die "isomerisierte Saccharose" katalytisch hydriert, wobei 
vorzugsweise 
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d) entweder vor Oder nach der katalytischen Hydrierung das erhaltene Gemisch einer chromatogra- 
phischen Trennung unterworfen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daB man die enzymatische Umwandlung der 
Saccharose mit Bakterienstammen aus der Gruppe von Protaminobacter rubrum (CBS 574.77), 
Serratia plymuthica (ATCC 15928), Serratia marcescens (NCIB 8285), Leuconostoc mesenteroides 
(NRRL-B 512 F (ATCC 1083a)) und Erwinia rhapontici (NCPPB 1578) durchfuhrt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daB man die enzymatische Umwandlung der 
Saccharose mit Bakterien der Art Pseudomonas mesoacic/ophila oder Agrobacterium radiobacter in 
wassriger Losung durchfuhrt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzelchnet, daB man die Saccharose mit den Bakterien- 
stammen Pseudomonas mesoacidophila MX- 45 (Perm 11808) oder Agrobacterium radiobacter 
MX-232 (Ferm 12397) durchfuhrt. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzelchnet, daB man die chromatographische 
Trennung zur Entfernung der in der Mischung enthaltenen Oligosaccharidalkohole und/oder Monosac- 
charidalkohole an mit Natrium-, Kalium- oder Calcium-lonen beladenen, starksauren Kationenaustau- 
scherharzen oder an Zeolithen mit einem Si/AI-Verhaltnis > 50 durchfuhrt. 

6. SuBungsmittel, insbesondere hergestellt nach dem Verfahren gemaB Anspruch 1, 2 und 5, dadurch 
gekennzelchnet, daB es ein Gemisch aus 

10 bis 50 Gew.% 6-O-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (=1,6 GPS) 
2 bis 20 Gew.% 1-Oa-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (=1,1 GPS) 
30 bis 70 Gew.% 1-O-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit (=1,1 GPM) 
enthalt. 

7. SuBungsmittel nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB es 
25 bis 50 Gew.% ( = 1 ,6 GPS) 

2 bis 20 Gew.% (=1,1 GPS) 
35 bis 60 Gew.% (=1,1 GPM) 
enthalt. 

8. SuBungsmittel, insbesondere hergestellt nach dem Verfahren gemaB Anspruch 1 und 3 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB es ein Gemisch aus 

5 bis 10 Gew.% 6-O-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (=1,6 GPS) 
30 bis 40 Gew.% 1-O-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit ( = 1,1 GPS) 
45 bis 60 Gew.% 1-O-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit (= 1,1 GPM) 
enthalt. 

9. SuBungsmittel nach Anspruch 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB es geringe Mengen Mannit, 
Sorbit, hydrierte oder nicht hydrierte Oligosaccharide (DP k 3) oder Gemische dieser enthalt. 

10. Verwendung von SdBungsmitteln nach einem der Anspruche 7 bis 9 in fester oder fltlssiger Form als 
SuBungsmittel fur Nahrungs- und GenuBmittel. 
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